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La biologie médicale est une discipline médicale qui englobe toutes les sciences 
de laboratoire utilisées dans le domaine de la santé à l’exception de l’anatomo-
pathologie, c’est-à-dire principalement l’hématologie, la biochimie clinique, la 
parasitologie, la bactériologie, la virologie, l’immunologie et la biologie moléculaire. En 
biologie humaine, son exercice est étroitement encadré par la loi [1] et pratiqué 
exclusivement par des spécialistes. En biologie animale, c’est une spécialité vétérinaire 
[2], [3] mais à l’heure actuelle, elle peut être pratiquée sans qualification réglementaire. 
Les prélèvements biologiques servent de support à des analyses variées « qui 
concourent au diagnostic, au traitement ou à la prévention des maladies (…) ou qui font 
apparaître toute autre modification de l'état physiologique, ». Les cliniciens recourent 
quotidiennement aux analyses biologiques puis doivent interpréter leurs résultats, en 
les replaçant dans le contexte ayant justifié leur prescription. La question quasi 
instinctive que l’on se pose lors de cette étape est « le résultat de l’analyse est-il normal 
(ou bien trop élevé ou trop bas) ? » ou, autrement dit, « où se situe le résultat de 
l’analyse par rapport aux résultats obtenus pour des sujets sains? ». C’est pour essayer 
de répondre à cette question qu’a été développée la théorie des intervalles de référence. 
Elle vise à décrire de manière aussi précise que possible les variations des marqueurs 
biologiques utilisés en médecine chez des sujets supposés en bonne santé. 
La notion de valeur de référence a été élaborée en médecine humaine à partir de 
la fin des années mille neuf cent soixante[4]. Cette question a été intensément travaillée 
par les experts de la Société Française de Biologie Clinique dont les conclusions [5], [6], 
[7], [8], [9], [10],[11], [12] ont été reprises à l’étranger par d’autres sociétés et à l’échelle 
internationale par l’International Federation of Clinical Chemistry (IFCC). Elles ont 
ensuite fait l’objet de mises à jour au fil des questions soulevées, pour aboutir à la 
dernière version des recommandations internationales par l’IFCC et le Clinical 
Laboratory and Standards Institute (CLSI) [13]. Les principaux facteurs de variation qui 
ont été les premiers étudiés semblent évidents, comme l’âge ou le sexe des individus, 
mais des facteurs ethniques ou culturels (habitudes alimentaires, par exemple) peuvent 
également compliquer la tâche. 
Qu’en est-il alors en médecine vétérinaire où il faut considérer la multitude des 
espèces étudiées, des races, voire des souches pour les espèces de laboratoire ou des 
conditions d’élevage ? Ceci donne un premier aperçu des difficultés rencontrées, 
auxquelles vient s’ajouter l’absence de grands centres vétérinaires de santé qui 
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permettraient, en fournissant des milliers de valeurs de référence, de documenter 
chacun de ces facteurs de variation. 
 
Le présent travail a visé à apporter des réponses à ces questions, et pour ce faire 
a consisté à : 
- faire le point sur la littérature scientifique humaine et animale concernant la 
détermination des intervalles de référence, 
- tester l’application des dernières recommandations internationales à des 
exemples concrets, dans des conditions optimales, 
- tester de nouvelles méthodes en suivant principalement deux pistes : d’abord en 
travaillant sur des échantillons de référence de petite taille (soit en déterminant un 
intervalle de référence de novo, soit en transférant un intervalle de référence 
préexistant), ensuite en travaillant sur des échantillons de référence « pollués » par des 
valeurs issues d’individus non sains, 
- mettre au point un outil statistique permettant de répondre rapidement et 
simplement aux questions précédemment posées. 
Chacun de ces points fait l’objet d’une partie de ce mémoire qui est conclu par 
une discussion générale synthétique. 
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Partie 1 
Faire le point sur la littérature 
scientifique humaine et animale 
 
 
La notion de valeurs de référence, introduite dans les années mille neuf cent 
soixante [4], est aujourd’hui mondialement recommandée pour décrire les variations 
interindividuelles observées chez des sujets sains et pour remplacer des termes ambigus 
tels que « valeurs normales » ou « normes » qui ont d’autres significations [14]. 
Cependant, il faut reconnaître que ces derniers ont persisté dans l’usage courant pour le 
grand public, et parfois même chez les spécialistes. 
La collecte et l’utilisation de valeurs de référence impose de définir 
préalablement l’état de « bonne santé » des sujets, ce qui est difficile en biologie 
humaine [15] et encore plus compliqué en biologie animale. Faute de pouvoir disposer 
de critères indiscutables, il est nécessaire de sélectionner les individus de référence 
selon des critères d’inclusion et d’exclusion bien définis et clairement décrits (cf. Figure 
1, page 290 de l’article suivant). L’ensemble de ces individus constitue la population de 
référence, dont les limites sont inconnues mais à partir de laquelle on peut extraire de 
manière aléatoire un échantillon de référence sur lequel sont pratiquées les analyses. 
Les valeurs de référence sont les résultats des mesures pratiquées sur cet échantillon 
d’individus. Leur distribution peut ensuite être facilement visualisée sous forme d’un 
histogramme de distribution. Arbitrairement, la majeure partie des utilisateurs a décidé 
de représenter l’intervalle de référence comme celui comprenant 95% des valeurs 
observables dans la population de référence, et donc d’utiliser les quantiles 0,025 et 
0,975 comme limites de l’intervalle de référence. Une conséquence délicate à gérer en 
pratique clinique quotidienne est que 5% des sujets en bonne santé ont des valeurs en 
dehors de l’intervalle de référence. Pour définir des intervalles de référence, il apparaît 
donc que l’étape la plus difficile, la plus longue et la plus coûteuse est la sélection des 
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individus de référence. Les étapes ultérieures (prélèvements, mesures et calculs) sont 
beaucoup plus simples, même si souvent l’abondance des publications a pu laisser 
penser que les calculs statistiques étaient la difficulté majeure dans la détermination des 
intervalles de référence. La base des recommandations internationales depuis de 
nombreuses années a été d’utiliser un minimum de 120 sujets de référence pour chaque 
groupe de partition (lié à l’âge, au sexe, aux conditions de vie, etc.) puis d’appliquer des 
méthodes non paramétriques de détermination des limites de référence et de leurs 
intervalles de confiance. Plus récemment, des approches alternatives moins lourdes ont 
été proposées et font l’objet de la troisième partie de ce mémoire : 
- le transfert et/ou la validation dans un laboratoire utilisateur d’intervalles de 
référence correctement déterminés préalablement, 
- le calcul d’intervalles de référence à partir de populations de plus petite taille ou 
bien des déterminations a posteriori avec des sélections d’individus de référence 
éventuellement polluées par des sujets malades ; ces approches se fondent sur des 
méthodes statistiques plus complexes que les simples déterminations non 
paramétriques. 
 
 
Article n°1 
Geffré A, Friedrichs K, Harr K, Concordet D, Trumel C, Braun JP. 
Reference values: a review. 
Veterinary Clinical Pathology 2009;38:288-98. 
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Partie 2 
Tester l’application des 
recommandations internationales 
dans des conditions optimales 
 
 
La détermination d’un intervalle de référence, telle que recommandée par les 
groupes d’experts comme l’International Federation of Clinical Chemistry (IFCC) [16], 
[17], [18], [19], [20], [21] et le Clinical Laboratory and Standards Institute (CLSI) [13], 
reste parfois difficile à mettre en œuvre. La dernière mise à jour des recommandations 
du CLSI confirme la préconisation d’utiliser au moins 120 individus de référence. Ainsi, 
une méthode non paramétrique peut être appliquée pour la détermination des limites 
de référence et de leurs intervalles de confiance à 90%. Cette procédure, censée être 
appliquée pour chaque analyse biologique proposée dans chaque laboratoire de biologie 
médicale, devient vite extrêmement lourde, tant sur le plan matériel que financier. Si la 
détermination de novo des intervalles de référence est un défi à relever pour les grands 
laboratoires de biologie médicale humaine, elle reste illusoire pour la plupart des 
laboratoires vétérinaires. 
Nous avons cependant voulu l’appliquer pour en analyser les difficultés et les 
limites ainsi que pour en utiliser les données dans d’autres études, notamment de 
validation et d’emploi de petits échantillons (Article n°4). Deux applications ont été 
entreprises, conformément aux recommandations internationales, pour la biologie 
médicale du chien, l’une dans le domaine de l’hémostase (Article n°2), l’autre dans celui 
de l’hématologie (Article n°3). Elles reposent sur : 
- une sélection difficile et parfois discutable des individus de référence, qui 
doivent refléter la population des sujets rencontrés ultérieurement par l’utilisateur, 
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- une description détaillée des conditions métrologiques et de leur contrôle, 
essentielle pour les éventuels transferts ultérieurs, 
- l’application de la méthode non paramétrique de détermination des limites et 
des intervalles de confiance de ces limites, 
- une description détaillée des résultats, et notamment la représentation 
graphique de la distribution des valeurs. Ce dernier point n’est pas explicitement prévu 
par les recommandations (excepté comme outil de travail). Il est cependant très utile 
pour les utilisateurs et permet une meilleure visualisation de la dispersion des valeurs 
que les simples valeurs chiffrées des limites de référence (même lorsque ces dernières 
sont accompagnées de leurs intervalles de confiance, ce qui est rarement le cas dans la 
littérature). 
Ces intervalles ayant été déterminés conformément aux recommandations, ils 
doivent pouvoir servir de base à des laboratoires extérieurs pour transfert ou validation 
sans avoir besoin de sélectionner à nouveau un échantillon de référence (cf. partie 3). 
 
 
Article n°2 
Geffré A, Grollier S, Hanot C, Vergez F, Trumel C, Braun JP. 
Canine reference intervals for coagulation markers using the STA Satellite and the 
STA-R Evolution analyzers. 
Journal of Veterinary Diagnostic Investigation 2010;22:690-5. 
 
Article n°3 
Bourgès-Abella N, Geffré A, Concordet D, Braun JP, Trumel C. 
Canine hematology reference intervals for the XT-2000iV analyser. 
Veterinary Clinical Pathology, 2011;40:in press. 
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Partie 3 
Tester de nouvelles méthodes 
 
 
Les difficultés rencontrées dans l’utilisation de la procédure de base ont été 
reconnues par les experts de l’IFCC et du CLSI qui ont indiqué que «les laboratoires 
individuels devraient s’attacher en priorité à vérifier des intervalles de référence 
déterminés ailleurs » [individual laboratories should focus more on verifying reference 
intervals established elsewhere], ce qui constitue les deux premières des quatre 
nouvelles pistes explorées : 
1/- le transfert d’un intervalle préalablement déterminé, en se fondant sur 
une comparaison classique de techniques de mesure [22] ; cela n’est applicable que 
lorsque la démographie de la population du laboratoire « receveur » est similaire à celle 
du laboratoire « donneur ». Ces contraintes sont déjà couramment prises en compte par 
les laboratoires, notamment lors d’un changement de technique et/ou d’équipement. 
Nous avons appliqué cette procédure lors de détermination des intervalles de référence 
en hémostase canine avec deux analyseurs de deux laboratoires de la même zone 
géographique (Article n°2). 
2/- la validation d’un intervalle de référence préalablement publié par un 
laboratoire « donneur » vers un laboratoire « receveur » en testant uniquement une 
série de 20 individus de référence. Si au moins 18 des valeurs de référence obtenues 
dans le laboratoire « receveur » concordent avec l’intervalle de référence du laboratoire 
« donneur », alors l’intervalle est validé. Cette procédure a été testée (Article n°4) pour 
des analyses d’hémostase, dans des conditions pré-analytiques et analytiques similaires 
mais non identiques au sein des deux laboratoires. La procédure, simulée à partir d’une 
banque de données (Article n°2), s’est avérée très utile pour rejeter rapidement 
l’intervalle de référence d’un laboratoire « donneur ». L’acceptation d’un intervalle de 
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référence de laboratoire « donneur » est en revanche plus délicate et parfois trompeuse, 
pouvant conduire à des erreurs diagnostiques (résultat du patient classé comme 
« normal » vs « anormal ») si les limites de référence sont utilisées comme seuils 
décisionnels. 
3/- l’utilisation d’un nombre plus limité d’individus de référence, en 
compensant ce manque d’effectif par des outils statistiques puissants comme la méthode 
robuste. Cette autre piste est proposée par le CLSI, qui dans ses documents 
préliminaires ne donnait pas de limite inférieure pour l’effectif [23]. Une simulation de 
cette procédure a été testée pour des analyses biochimiques (Article n°5). Il est apparu 
que pour des échantillons de référence de très petite taille (27 individus), les intervalles 
de référence générés étaient très variables, correspondant parfois à celui obtenu à partir 
des 1439 individus de la base de données d’origine, mais étant aussi parfois totalement 
erronés. La sélection d’un faible nombre d’individus de référence peut créer une 
incertitude d’échantillonnage qu’il est malheureusement impossible de vérifier. 
Cependant, dans le cas particulier d’espèces sauvages ou rares [24], il peut arriver que 
l’on ne dispose que d’un nombre très faible de sujets ; l’application de la méthode 
robuste apparaît donc comme un palliatif, en espérant que la base de données pourra 
être ultérieurement complétée pour permettre une détermination plus précise des 
limites de référence. 
4/- l’exploitation a posteriori des bases de données collectées dans les 
centres de médecine préventive, les hôpitaux ou les gros laboratoires de biologie 
médicale. Cette approche repose sur le fait que ces jeux de données contiennent à la fois 
les valeurs des individus considérés comme « sains », c'est-à-dire « non malades » pour 
le test en question, et les valeurs des individus « malades ». Il est possible, grâce à un 
modèle mathématique, de séparer les distributions des données des individus sains de 
celles des individus malades. Une fois extraite, la distribution des valeurs des individus 
sains est considérée comme la distribution de référence et les intervalles de référence en 
sont facilement déduits. Les simulations d’application à des exemples concrets de 
biologie humaine et animale ont donné de bonnes estimations des intervalles de 
référence déterminés selon les recommandations (Article n°6). Cependant, l’algorithme 
ayant été créé pour détecter des hétérogénéités de distribution, donc d’éventuelles sous-
populations, il faut rester vigilant sur la nature de ces dernières : s’agit-il vraiment 
d’individus sains vs malades ou bien jeunes vs âgés ou encore femmes vs hommes ? De 
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plus, l’analyse de ces grosses bases de données peut parfois révéler plus de deux sous-
populations. Ces perspectives de travail devront être explorées à l’avenir, mais il est clair 
que l’exploitation de ces séries de données nécessite de disposer d’un minimum 
d’informations démographiques pour éviter les éventuelles erreurs d’identification des 
sous-populations caractérisées par l’analyse mathématique. 
 
 
Article n°4 
Geffré A, Concordet D, Trumel C, Braun JP. 
Validation of preexisting reference intervals: can the procedure be applied to canine 
hemostasis? 
Journal of Veterinary Diagnostic Investigation, 2011;23:343-7. 
 
Article n°5 
Geffré A, Braun JP, Trumel C, Concordet D. 
Estimation of reference intervals from small samples: an example using canine 
plasma creatinine. 
Veterinary Clinical Pathology 2009;38:477-84. 
 
Article n°6 
Concordet D, Geffré A, Braun JP, Trumel C. 
A new approach for the determination of reference intervals from hospital-based 
data. 
Clinica Chimica Acta 2009;405:43-8. 
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Partie 4 
Mettre au point un outil statistique 
d’utilisation simple et rapide 
 
 
Nous avons vu que lorsque cela est possible, l’utilisation de la méthode non 
paramétrique est recommandée pour la détermination des limites de référence. Cela 
impose donc un nombre minimum de sujets égal à 40. De plus, avec un si petit effectif, il 
est impossible de faire une estimation non paramétrique des intervalles de confiance 
des limites. 
Dans tous les cas où les effectifs sont faibles, il est donc nécessaire de faire appel 
à des calculs plus ou moins complexes, à des transformations mathématiques 
permettant de rendre les distributions voisines de distributions gaussiennes, etc. A 
l’heure actuelle, les calculs les plus simples sont disponibles dans des logiciels de 
statistiques classiques et dans des logiciels commerciaux plus ou moins dédiés (Analyse-
It [25], RefVal [26]). Certaines des nouvelles méthodes statistiques recommandées par 
les groupes d’experts ne sont disponibles que dans des logiciels spécifiquement 
mathématiques, difficiles d’accès pour un utilisateur non averti, voire pas disponibles du 
tout ou peut-être dans un nouveau logiciel d’un coût prohibitif [27]. A l’opposé, le 
logiciel Excel est extrêmement répandu et relativement simple d’utilisation. Il a donc été 
décidé de mettre au point un jeu de macro-instructions pour Excel qui, d’un simple clic, 
produit pour chaque série de valeurs de référence, cinq types de calculs d’intervalles de 
référence, générés par les méthodes statistiques précédemment citées. Le logiciel réalise 
également automatiquement des figures permettant d’évaluer la distribution des 
valeurs de référence ainsi que quelques commentaires sur la pertinence d’utiliser tel ou 
tel intervalle de référence calculé. Ces suggestions d’utilisation sont fondées sur les 
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recommandations internationales appliquées à chaque jeu de données entré dans le 
logiciel. Elles peuvent guider un utilisateur néophyte pour choisir la procédure de 
détermination de l’intervalle de référence la plus appropriée. Cependant, elles ne 
pourront jamais compenser un mauvais échantillonnage des individus de référence, 
cette étape restant souvent le point critique de la détermination d’un intervalle de 
référence. 
 
 
Article n°7 
Geffré A, Concordet D, Braun JP, Trumel C. 
Reference Value Advisor: a new freeware set of macroinstructions to calculate 
reference intervals with Microsoft Excel. 
Veterinary Clinical Pathology, 2011;40:107-12. 
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Comme nous venons de le voir, les questions posées par les valeurs de référence 
peuvent être abordées de la même manière en biologie animale qu’en biologie humaine 
et les recommandations qui ont été faites par l’IFCC et le CLSI sont très largement 
transposables, même si la validation d’intervalles préalablement établis et l’utilisation 
de petits échantillons amènent à de sérieuses réserves. 
Cependant, en biologie animale, les intervalles de référence sont beaucoup plus 
difficiles à définir qu’en biologie humaine pour de multiples raisons qui conduisent à 
s’interroger sur la validité et sur les utilisations possibles des intervalles de référence 
publiés dans des revues scientifiques et davantage encore dans des traités généraux : 
- dans les principales espèces domestiques, où les effectifs disponibles sont 
souvent suffisamment nombreux pour permettre de sélectionner des échantillons de 
référence de grande taille, les races ou les conditions d’élevage sont des facteurs de 
partition encore insuffisamment étudiés Par exemple, la variabilité liée à la taille chez le 
chien commence à être étudiée, surtout grâce aux lévriers « en retraite » qui sont 
fréquemment des donneurs de sang aux Etats-Unis et en Grande Bretagne [28], [29], 
[30], [31], [32]. Il est par contre plus difficile de disposer de nombreux individus de 
référence dans les races de petite taille. De même, les races de vaches ou de brebis, à 
viande ou laitières, diffèrent par leur patrimoine génétique mais aussi par leurs 
conditions d’élevage, leur stade de production et/ou leur alimentation. En toute rigueur, 
il faudrait connaître l’impact éventuel de ces facteurs sur les principales variables 
biologiques utilisées en pratique ; 
- dans les espèces de compagnie facilement stressables, comme les chats ou les 
lapins, on peut s’interroger sur la représentativité d’intervalles de référence déterminés 
chez des sujets tranquillisés voire anesthésiés [33] ; il en est de même pour les espèces 
sauvages chez lesquelles les animaux peuvent être poursuivis avant la capture, 
éventuellement tranquillisés puis prélevés ; 
- dans les espèces sauvages ou de zoo, les effectifs sont parfois très faibles, 
dépassant à peine une dizaine de sujets dont l’état de santé est souvent mal caractérisé. 
Cependant, les quelques valeurs collectées peuvent avoir un intérêt non négligeable 
pour évaluer l’état de santé de congénères. 
Face à ces questions, la multiplication d’études de détermination de novo 
d’intervalles de référence constitue une impossibilité en raison du temps et du coût 
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impliqués, voire du nombre d’animaux existants au total [24]. Cela impose donc des 
palliatifs. Dans ce domaine, les pistes pourraient être les suivantes : 
- pour les espèces majeures et les analytes les plus fréquents, suivre d’aussi près 
que possible les recommandations internationales ; 
- pour les autres cas, faire ce qui est possible mais ne pas essayer de faire dire aux 
valeurs observées davantage que ce qu’elles signifient. Lorsque les effectifs sont faibles, 
l’information d’un clinicien est probablement aussi bonne avec une médiane et un 
intervalle minimum-maximum qu’avec l’illusion de précision donnée par une moyenne 
et un écart-type ; 
- dans tous les cas, pour que le travail effectué puisse être exploité, donner un 
maximum d’information démographiques, indiquer précisément les critères d’inclusion 
et d’exclusion, même s’ils ont été établis a posteriori, et les caractéristiques des 
techniques analytiques. 
 
Il n’existe pas actuellement en biologie animale de structure internationale 
similaire à l’IFCC ou au CLSI et le sujet des valeurs de référence est perçu à tort comme 
une simple question mathématique, a priori rébarbative. Il en résulte qu’un certain 
nombre de spécialistes de pathologie méconnaissent la question des valeurs de 
référence et omettent dans leurs publications les informations minimales qui rendraient 
leurs résultats plus largement utilisables. Un effort devrait être entrepris par les 
Collèges européen [3] et américain [34] de spécialistes de biologie médicale vétérinaire 
pour que des recommandations soient faites, spécialement dans le cas d’échantillons de 
petite taille. 
 
Les intervalles de référence de population ne sont certes que l’un des auxiliaires 
des cliniciens pour contribuer au diagnostic, au pronostic ou au suivi des affections 
humaines ou animales. On assiste progressivement au développement d’autres 
approches, comme les valeurs de référence individuelles [35] et les seuils de décision 
[36] mais il est vraisemblable que l’étude des intervalles de référence de population va 
encore rester pendant de nombreuses années l’un des moyens privilégiés d’approche de 
la variabilité interindividuelle des sujets en bonne santé et donc l’une des bases du 
diagnostic médical et du suivi des patients. 
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Il semble que l’un des points importants soit aussi que les utilisateurs finaux, 
médecins ou vétérinaires, soient mieux informés des limites de ce qu’ils lisent. Un grand 
nombre d’entre eux sont avides d’informations simplifiées, sous forme de tableaux à 
multiples entrées avec les classes de partition dans un sens et les variables dans l’autre, 
ou bien des « valeurs normales » indiquées à côté des résultats sur une feuille de 
compte-rendu d’un laboratoire. Pour atteindre cet objectif, il faudrait tendre à donner 
des comptes-rendus contenant davantage d’informations : sur les incertitudes qui 
entourent les limites de référence mais aussi sur les résultats d’analyses. Il est 
vraisemblable que cela sera mal accepté dans un premier temps car cela devrait générer 
davantage de doutes. Cependant, c’est toute l’expertise des cliniciens de prendre des 
décisions en pesant des incertitudes, encore faudrait-il qu’ils soient informés de 
certaines d’entre elles. 
Enfin, la question des valeurs de référence dépasse très probablement le domaine 
de la biologie médicale. Ces approches doivent être transposables à d’autres secteurs, 
par exemple à tout ce qui peut être mesuré en biologie [37] ou pourquoi pas à la 
variabilité d’un process industriel. 
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NEW APPROACHES FOR THE DETERMINATION OF REFERENCE INTERVALS 
 
 
Reference intervals describe the variations of biological markers and they are 
commonly used by clinicians to interpret test results. They are determined in healthy 
individuals and take into account variation factors such as age or sex. Groups of experts 
are regularly updating the recommendations on “how to determine reference intervals?” 
The aim of this work was to test the latest international recommendations using 
practical examples and to test new approaches by two different ways: firstly working on 
small reference sample groups (determining the reference interval de novo or 
transferring a pre-existing reference interval), and secondly working on reference 
sample groups that are “contaminated” by non healthy individuals’ test results. An easy-
to-use freeware has also been created. 
 
Keywords: reference interval, reference value, validation procedure, indirect 
method, nonparametric method, robust method. 
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